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1. U´vod
Digita´ln´ı holograficke´ mikroskopy (DHM) umozˇnˇuj´ı rekonstruovat jak intenzitu zobra-
zen´ı pozorovane´ho objektu, tak i jeho fa´zi. Transmisn´ı DHM jsou vhodny´m na´strojem
pro zobrazova´n´ı fa´zovy´ch objekt˚u, ktere´ nemaj´ı amplitudovy´ kontrast, ovsˇem meˇn´ı fa´zi
procha´zej´ıc´ıho sveˇtla. Jejich uplatneˇn´ı se nacha´z´ı prˇedevsˇ´ım v biologii prˇi pozorova´n´ı
transparentn´ıch objekt˚u, jako jsou naprˇ´ıklad bunˇky. DHM umozˇnˇuj´ı kvantitativn´ı zobra-
zen´ı fa´zove´ho rozd´ılu mezi referencˇn´ı a prˇedmeˇtovou vlnou (da´le jen fa´ze), ktere´ oproti
metodeˇ klasicke´ho Zernikova fa´zove´ho kontrastu nebo diferencia´ln´ıho interferencˇn´ıho kon-
trastu vypov´ıda´ o skutecˇne´m rozmı´steˇn´ı suche´ hmoty bunˇky [1].
V Laboratorˇi opticke´ mikroskopie na FSI VUT v Brneˇ byl vyvinut transmisn´ı DHM,
ktery´ se v pocˇa´tecˇn´ıch aplikac´ıch uka´zal by´t vhodny´m na´strojem pra´veˇ pro zobrazova´n´ı
buneˇk. Fa´zi v tomto DHM lze zaznamena´vat s vysokou vzorkovac´ı frekvenc´ı (12 Hz) a mo-
nitorovat tak dynamicke´ deˇje v bunˇce. Nav´ıc je tento mikroskop navrzˇen tak, zˇe v mi-
moosove´m usporˇa´da´n´ı umozˇnˇuje pouzˇ´ıt sveˇtlo mnohem nizˇsˇ´ı koherence nezˇ u ostatn´ıch
v aplikac´ıch zna´my´ch a pouzˇ´ıvany´ch syste´mu˚, cozˇ da´va´ prˇedpoklad pro zobrazova´n´ı pre-
para´t˚u v silneˇ rozptyluj´ıc´ıch prostrˇed´ıch. Intenzita osveˇtlen´ı zˇivy´ch prepara´t˚u prˇi pouzˇit´ı
n´ızkokoherentn´ıho sveˇtla mu˚zˇe by´t velmi n´ızka´ a metoda se sta´va´ neinvazivn´ı, cozˇ je
vy´hoda oproti pouzˇ´ıvane´ technice fluorescencˇn´ıho barven´ı buneˇk.
C´ılem prˇedlozˇene´ dizertacˇn´ı pra´ce bylo aplikovat mikroskop prˇi standardn´ıch experi-
mentech prova´deˇny´ch na zˇivy´ch bunˇka´ch a proka´zat mozˇnost reprodukovatelnosti pozo-
rova´n´ı. Dalˇs´ım u´kolem bylo vyvinout nove´ obrazove´ mo´dy DHM oproti klasicky´m tech-
nika´m mikroskopie buneˇk a vypracovat metodiku zpracova´n´ı a interpretace nameˇrˇeny´ch
dat. Meˇl by´t take´ prozkouma´n potencia´l zobrazen´ı v mikroskopu sveˇtlem s r˚uznou kohe-
renc´ı.
U´vodn´ı dveˇ kapitoly prˇedlozˇene´ pra´ce jsou veˇnova´ny rozdeˇlen´ı transmisn´ıch DHM, je-
jich vyuzˇit´ı pro vy´zkum prˇedevsˇ´ım v biologii buneˇk, a popisu a justa´zˇi zarˇ´ızen´ı, ktere´ bylo
prˇedmeˇtem pra´ce. Trˇet´ı kapitola je veˇnova´na popisu konstrukcˇn´ıch u´prav mikroskopu
a jeho vybaven´ı, ktere´ umozˇnily jeho pouzˇit´ı pro pozorova´n´ı zˇivy´ch buneˇk. Ve cˇtvrte´
kapitole je teoreticky´ rozbor vlastnost´ı zobrazen´ı mikroskopu v za´vislosti na koherenci
pouzˇite´ho osveˇtlen´ı. Pa´ta´ kapitola doplnˇuje teoretickou cˇa´st experimenty se zmeˇnou ko-
herence sveˇtla prˇi zobrazen´ı modelove´ho vzorku, fixovany´ch a zˇivy´ch buneˇk. V sˇeste´ kapi-
tole jsou shrnuty poznatky o vy´znamu kvantitativn´ıho fa´zove´ho zobrazen´ı buneˇk v DHM.
Sedma´ kapitola se veˇnuje numericke´mu a statisticke´mu zpracova´n´ı obrazu z DHM a ka-
pitola osma´ popisuje hlavn´ı cˇa´st experimenta´ln´ı pra´ce – pozorova´n´ı a analy´zu dynamiky
buneˇk. Je zde uveden experiment s indukc´ı programove´ buneˇcˇne´ smrti, apopto´zy, cytosta-
tikem cis-platinou, reakce buneˇk na energetickou a nutricˇn´ı deprivaci a porovna´n´ı motility
dvou typ˚u buneˇk.
2. Teoreticky´ rozbor vlivu koherence osveˇtlen´ı
Je zna´mo, zˇe redukc´ı prostorove´ koherence osveˇtlen´ı se holograficke´ zobrazen´ı prˇiblizˇuje
zobrazen´ı konfoka´ln´ımu [2], [3] s na´sleduj´ıc´ımi hlavn´ımi znaky: vysˇsˇ´ı rozliˇsen´ı, potlacˇen´ı
sveˇtla rozpty´lene´ho mimo rovinu zaostrˇen´ı a hloubkova´ diskriminace signa´lu s rostouc´ım
rozostrˇen´ım. Potlacˇen´ı rozpty´lene´ho sveˇtla a hloubkova´ diskriminace maj´ı za na´sledek
vytva´rˇen´ı opticky´ch rˇez˚u objektem.
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Holograficke´ zobrazen´ı vytvorˇene´ osveˇtlen´ım plosˇny´m tedy prostoroveˇ nekoherentn´ım
zdrojem ma´ obdobny´ charakter jako konfoka´ln´ı zobrazen´ı. Redukce cˇasove´ a za´rovenˇ pro-
storove´ koherence osveˇtlen´ı ma´ za na´sledek dalˇs´ı zjemneˇn´ı opticky´ch rˇez˚u, ktere´ mohou
by´t tencˇ´ı nezˇ v mikroskopu konfoka´ln´ım.
Jelikozˇ charakter zobrazen´ı u´zce souvis´ı s koherencˇn´ımi vlastnostmi osveˇtlen´ı, byly od-
hadnuty charakteristiky cˇasove´ a prostorove´ koherence, koherencˇn´ı de´lka Lk a koherencˇn´ı
sˇ´ıˇrka Dk.
2.1. Cˇasova´ a prostorova´ koherence osveˇtlen´ı
DHM p˚usob´ı vzhledem k disperzi sveˇtla na mrˇ´ızˇce jako spektra´ln´ı filtr, jelikozˇ pupily
kondenzor˚u vymezuj´ı spektra´ln´ı pa´smo sveˇtla, ktere´ projde kondenzory. Spektra´ln´ı hus-
tota intenzity sveˇtla prosˇle´ho mikroskopem je tedy obecneˇ jina´ nezˇ spektra´ln´ı hustota
intenzity zdroje. Nav´ıc vzhledem k prostorove´ nekoherenci zdroje se spektra´ln´ı hustota
intenzity interferuj´ıc´ıho sveˇtla, tedy sveˇtla vytva´rˇej´ıc´ıho obraz, liˇs´ı od spektra´ln´ı hustoty
intenzity sveˇtla prosˇle´ho mikroskopem. Ve vy´stupn´ı rovineˇ totizˇ interferuje sveˇtlo z obou
veˇtv´ı pocha´zej´ıc´ı pouze ze stejne´ho bodu zdroje. Body zdroje prˇisp´ıvaj´ıc´ı k interferenci
jsou omezeny pupilami v obou veˇtv´ıch a tvorˇ´ı efektivn´ı plochu zdroje.
Obra´zek 1: Spektra´ln´ı hustota intenzity sveˇtla halogenove´ lampy nameˇrˇena´ spektrofoto-
metrem.
Na obra´zku 1 je spektrofotometrem nameˇrˇena´ spektra´ln´ı hustota intenzity sveˇtla ha-
logenove´ zˇa´rovky, zat´ımco na obra´zku 2 je nameˇrˇena´ spektra´ln´ı hustota intenzity sveˇtla
prosˇle´ho mikroskopem, ve ktere´ se uplatn´ı efekt spektra´ln´ıho filtru sveˇtla difraktovane´ho
na mrˇ´ızˇce a omezene´ho pupilami kondenzor˚u.
Obra´zek 3 ukazuje vypocˇtenou za´vislost relativn´ı efektivn´ı plochy zdroje na vlnove´
de´lce pro r˚uzne´ pr˚umeˇry zobrazen´ı zdroje omezene´ho clonkou v prˇedn´ıch ohniskovy´ch
rovina´ch kondenzor˚u. Z obra´zku 3 je videˇt, jak je spektra´ln´ı sˇ´ıˇrka interferuj´ıc´ıho sveˇtla
ovlivnˇova´na velikost´ı zdroje. Spektra´ln´ı hustotu intenzity zdroje v tomto prˇ´ıpadeˇ mus´ı na-
hradit korigovana´ spektra´ln´ı hustota intenzity pro danou velikost zdroje, ktera´ je soucˇinem
spektra´ln´ı hustoty intenzity sveˇtla zdroje na obra´zku 1 a relativn´ı efektivn´ı plochy na
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obra´zku 3. Z te´to funkce (obr. 4) mu˚zˇeme urcˇit efektivn´ı koherencˇn´ı de´lku interferuj´ıc´ıho
sveˇtla podle obvykle´ho vztahu
Lk =
λ¯2
∆λ
, (1)
kde λ¯ je strˇedn´ı vlnova´ de´lka a ∆λ je polosˇ´ıˇrka korigovane´ spektra´ln´ı hustoty intenzity
sveˇtla.
Obra´zek 2: Nameˇrˇena´ spektra´ln´ı hustota intenzity sveˇtla halogenove´ lampy prosˇle´ho mi-
kroskopem.
Obra´zek 3: Za´vislost relativn´ı efektivn´ı plochy zdroje na vlnove´ de´lce pro dane´ pr˚umeˇry
zobrazen´ı zdroje v prˇedn´ıch ohniskovy´ch rovina´ch kondenzor˚u.
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Obra´zek 4: Korigovana´ spektra´ln´ı hustota intenzity sveˇtla pro dane´ pr˚umeˇry zobrazen´ı
zdroje v prˇedn´ıch ohniskovy´ch rovina´ch kondenzor˚u.
Koherencˇn´ı sˇ´ıˇrku sveˇtla Dk v prˇedmeˇtove´ rovineˇ pro strˇedn´ı vlnovou de´lku λ¯ a polomeˇr
Rp pupily kondenzoru pro Ko¨hlerovo kvazimonochromaticke´ osveˇtlen´ı odhadneme podle
vztahu odvozene´ho v dizertaci v odstavci 4.3
Dk =
0, 61λ¯
sin θp
Rp
Rc
, (2)
kde θp je u´hel mezi optickou osou a paprskem procha´zej´ıc´ım krajn´ım bodem pupily
smeˇrˇovany´m kondenzorem do ohniska a Rc je polomeˇr zobrazen´ı zdroje v prˇedn´ı ohniskove´
rovineˇ kondenzoru.
Parametry Dk a Lk plneˇ charakterizuj´ı koherencˇn´ı vlastnosti osveˇtlen´ı.
3. Experimenty se zmeˇnou koherence sveˇtla
Na za´kladeˇ za´veˇr˚u uvedeny´ch v kapitole 2 jsme testovali prˇedpokla´dane´ vlastnosti zobra-
zen´ı na modelove´m vzorku kryc´ıho skl´ıcˇka CELLocate (Eppendorf) s povrchovy´m profilem
(odstavec 3.1) a na bunˇka´ch (odstavec 3.2).
3.1. Modelovy´ experiment
Zobrazili jsme kryc´ı skl´ıcˇko CELLocate (Eppendorf) s povrchovy´m profilem bez difuzoru
a s difuzorem koherentn´ım a n´ızkokoherentn´ım sveˇtlem. Zdrojem koherentn´ıho sveˇtla byl
He-Ne laser se strˇedn´ı vlnovou de´lkou λ¯ = 632, 8 nm, prostoroveˇ koherentn´ı a s koherencˇn´ı
de´lkou Lk > 10 cm. Zdrojem n´ızkokoherentn´ıho sveˇtla byla halogenova´ lampa, za nizˇ byl
zarˇazen interferencˇn´ı filtr se strˇedn´ı vlnovou de´lkou λ¯ = 650 nm a s polosˇ´ıˇrkou spektra´ln´ı
propustnosti 10 nm. Koherencˇn´ı de´lka takto vznikle´ho osveˇtlen´ı byla Lk = 42µm a kohe-
rencˇn´ı sˇ´ıˇrkaDk = 991 nm. Difuzor tvorˇila 2µm silna´ folie. C´ılem pozorova´n´ı bylo porovnat,
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jak koherence sveˇtla a prˇ´ıtomnost difuzn´ıho materia´lu ovlivn´ı zobrazen´ı ve sveˇtle´m poli
a holograficke´ zobrazen´ı. Zobrazen´ı ve sveˇtle´m poli bylo vytvorˇene´ zacloneˇn´ım referencˇn´ı
veˇtve v DHM. V kazˇde´ se´rii obra´zk˚u 5 – 8 je zobrazen objekt ve sveˇtle´m poli, jeho hologram
a da´le intenzita a kvantitativn´ı fa´ze, obeˇ numericky rekonstruovane´ z hologramu.
Nejdrˇ´ıve jsme pozorovali objekt bez difuzoru s n´ızkokoherentn´ım osveˇtlen´ım. Objekt
byl patrny´ ve vsˇech sn´ımc´ıch (obr. 5). Pote´ jsme prˇikryli vzorek difuzorem. Acˇkoli ve
sveˇtle´m poli ani v hologramu nen´ı objekt patrny´, intenzitn´ı a fa´zova´ rekonstrukce z holo-
gramu je difuzorem te´meˇrˇ nezmeˇneˇna (obr. 6). Na´sledneˇ jsme zameˇnili zdroj za koherentn´ı,
difuzor sta´le prˇikry´val vzorek. Vsˇechny sn´ımky jsou znehodnoceny koherencˇn´ı zrnitost´ı
(obr. 7), ktera´ je d˚usledkem interference koherentn´ıho sveˇtla rozpty´lene´ho v difuzoru a na
necˇistota´ch v opticke´m syste´mu. V posledn´ım kroku jsme odkryli vzorek (obr. 8). Acˇkoli
je na obra´zku zrˇetelna´ Fresnelova difrakce na objektu v d˚usledku mı´rne´ho rozostrˇen´ı, ve
vsˇech sn´ımc´ıch jsou obrysy objektu rozeznatelne´.
Kvantitativn´ı pr˚ubeˇh fa´ze pozorovany´ se sveˇtlem n´ızke´ koherence se prˇi vlozˇen´ı di-
fuzoru take´ prˇ´ıliˇs nemeˇn´ı, jak je patrne´ z rˇez˚u provedeny´ch prˇiblizˇneˇ ve stejne´m mı´steˇ
vzorku (obr. 9). Fa´ze φ je zde prˇepocˇ´ıtana´ na vy´sˇku v podle vztahu
φ =
2piv
λ¯
∆n, (3)
kde λ¯ je prˇ´ıslusˇna´ strˇedn´ı vlnova´ de´lka a ∆n = 0, 5 je rozd´ıl index˚u lomu skla a vzduchu.
Prˇiblizˇneˇ jsme urcˇili vy´sˇku nameˇrˇenou jednotlivy´mi zp˚usoby. V n´ızkokoherentn´ım sveˇtle
(obr. 9 a,b) vid´ıme tvarovou i vy´sˇkovou shodu profilu v prˇ´ıpadeˇ pozorova´n´ı s difuzorem
a bez difuzoru, v koherentn´ım sveˇtle nikoli (obr. 9 c,d).
Tento experiment potvrdil, zˇe sn´ızˇen´ı prostorove´ a cˇasove´ koherence ma´ za na´sledek
vysˇsˇ´ı potlacˇen´ı koherencˇn´ı zrnitosti a sveˇtla rozpty´lene´ho v opticke´m syste´mu mimo rovinu
zaostrˇen´ı.
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Obra´zek 5: Zobrazen´ı skl´ıcˇka CELLocate bez difuzoru sveˇtlem n´ızke´ koherence v r˚uzny´ch
mo´dech. Parametry osveˇtlen´ı: λ¯ = 650 nm, Lk = 42µm,Dk = 991 nm. Objektivy 20×/0, 40.
Obra´zek 6: Zobrazen´ı skl´ıcˇka CELLocate s difuzorem sveˇtlem n´ızke´ koherence v r˚uzny´ch
mo´dech. Parametry osveˇtlen´ı: λ¯ = 650 nm, Lk = 42µm,Dk = 991 nm. Objektivy 20×/0, 40.
10
Obra´zek 7: Zobrazen´ı skl´ıcˇka CELLocate s difuzorem koherentn´ım sveˇtlem v r˚uzny´ch
mo´dech. Parametry osveˇtlen´ı: λ¯ = 632, 8 nm, Lk > 10 cm, prostoroveˇ koherentn´ı. Objek-
tivy 20×/0, 40.
Obra´zek 8: Zobrazen´ı skl´ıcˇka CELLocate bez difuzoru koherentn´ım sveˇtlem v r˚uzny´ch
mo´dech. Parametry osveˇtlen´ı: λ¯ = 632, 8 nm, Lk > 10 cm, prostoroveˇ koherentn´ı. Objek-
tivy 20×/0, 40.
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Obra´zek 9: Rˇezy fa´zove´ho zobrazen´ı skl´ıcˇka CELLocate prˇepocˇ´ıtane´ho na vy´sˇku podle
vztahu (3): a – sveˇtlo n´ızke´ koherence bez difuzoru; b – sveˇtlo n´ızke´ koherence s difuzorem;
c – koherentn´ı sveˇtlo bez difuzoru; d – koherentn´ı sveˇtlo s difuzorem.
3.2. Zobrazen´ı buneˇk v rozptyluj´ıc´ım me´diu
Podobny´ experiment byl proveden s biologicky´m vzorkem imituj´ıc´ım tka´nˇ.
Zobrazili jsme fixovane´ na´dorove´ bunˇky v rozptyluj´ıc´ım me´diu sveˇtlem o trˇech r˚uzny´ch
koherencˇn´ıch de´lka´ch a sˇ´ıˇrka´ch. Me´dium bylo tvorˇene´ polystyre´novy´mi kulicˇkami o pr˚umeˇru
356 nm rozpty´leny´mi v minima´ln´ım mnozˇstv´ı vody.
Na obra´zku 10 jsou v prvn´ım rˇa´dku zobrazeny holograficky rekonstruovane´ amplitudy,
v druhe´m rekonstruovane´ kvantitativn´ı fa´ze s naznacˇen´ım rˇezu procha´zej´ıc´ıho prˇes bunˇky
a ve trˇet´ım rˇa´dku jsou tyto rˇezy vykresleny. Obra´zky 10a demonstruj´ı zobrazen´ı sveˇtlem
s koherencˇn´ı de´lkou Lk = 3µm a koherencˇn´ı sˇ´ıˇrkou Dk = 2, 6µm, ktere´ byly dosazˇeny
pouzˇit´ım sveˇtla halogenove´ lampy a clonkou o pr˚umeˇru 2,4mm. Obra´zky 10b zobrazuj´ı
prepara´t sveˇtlem s koherencˇn´ı de´lkou Lk = 8µm a koherencˇn´ı sˇ´ıˇrkou Dk = 7, 9µm,
ktery´ch bylo dosazˇeno pouzˇit´ım sveˇtla halogenove´ lampy a clonkou o pr˚umeˇru 0,8mm.
Obra´zky 10c zobrazuj´ı prepara´t s koherencˇn´ı de´lkou Lk = 42µm, ktera´ byla zajiˇsteˇna
pouzˇit´ım sveˇtla halogenove´ lampy, za kterou byl zarˇazen interferencˇn´ı filtr s λ¯ = 650 nm
a polosˇ´ıˇrkou spektra´ln´ı propustnosti ∆λ = 10nm. Koherencˇn´ı sˇ´ıˇrka sveˇtla Dk = 21, 1µm
byla nastavena pouzˇit´ım clonky o pr˚umeˇru 0,3mm. Je zrˇejme´, zˇe v amplitudovy´ch zob-
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razen´ıch jsou bunˇky jen teˇzˇko postrˇehnutelne´ a kvalita obrazu se rapidneˇ zhorsˇuje prˇi
prˇechodu ke sveˇtlu vysˇsˇ´ı koherence. Ve fa´zovy´ch zobrazen´ıch jsou bunˇky pomeˇrneˇ dobrˇe
patrne´. V rˇezech provedeny´ch rekonstruovanou kvantitativn´ı fa´z´ı je zjevny´ efekt zvysˇova´n´ı
koherence na zobrazen´ı. Sveˇtlo s veˇtsˇ´ı koherencˇn´ı de´lkou a sˇ´ıˇrkou rozpty´lene´ na kulicˇka´ch
interferuje a vytva´rˇ´ı strukturu koherencˇn´ı zrnitosti, ktera´ znehodnocuje jak amplitudove´,
tak fa´zove´ zobrazen´ı. V rˇezech se projev´ı jako aditivn´ı sˇum. V prˇ´ıpadech nizˇsˇ´ı koherence
se interference sveˇtla r˚uzny´ch vlnovy´ch de´lek a z r˚uzny´ch bod˚u zdroje navza´jem eliminuj´ı
a vliv rozpty´lene´ho sveˇtla je potlacˇen.
Obra´zek 10: Zobrazen´ı buneˇk pod rozptyluj´ıc´ı vrstvou polystyre´novy´ch kulicˇek
rozpty´leny´ch v me´diu sveˇtlem s λ¯ = 650 nm o koherencˇn´ı de´lce a sˇ´ıˇrce a –Lk = 3µm,
Dk = 2, 6µm; b –Lk = 8µm, Dk = 7, 9µm; c –Lk = 42µm, Dk = 21, 1µm;. V prvn´ım
rˇa´dku jsou zobrazeny rekonstruovane´ amplitudy, v druhe´m rekonstruovane´ fa´ze s na-
znacˇen´ım rˇezu procha´zej´ıc´ıho prˇes zobrazen´ı buneˇk a ve trˇet´ım rˇa´dku jsou vykresleny
tyto rˇezy. Objektivy 10×/0, 25.
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Zvy´sˇene´ schopnosti zobrazit objekty v rozptyluj´ıc´ıch prostrˇed´ıch pomoc´ı DHM jsme
vvyuzˇili prˇi pozorova´n´ı buneˇk v opalescentn´ım me´diu.
4. Statisticke´ vyhodnocen´ı obrazu z DHM
Pro vyuzˇit´ı kvantitativn´ı informace, kterou poskytuje fa´zova´ rekonstrukce z DHM, ma´
vy´znam jak jej´ı hodnota v˚ucˇi nulove´ fa´zi definovane´ v mı´stech, kde fa´ze prˇedmeˇtove´ a
referencˇn´ı vlny maj´ı stejnou hodnotu, tak take´ relativn´ı hodnota fa´ze v˚ucˇi fa´zi v jiny´ch
cˇasovy´ch okamzˇic´ıch beˇhem pozorova´n´ı. Absolutn´ı hodnota fa´ze φ ma´ vy´znam plosˇne´
hustoty suche´ hmoty bunˇky W
W =
λ
200piαs
∫∫
S
φ(x, y) dx dy, (4)
kde λ je vlnova´ de´lka, αs je specificky´ refraktivn´ı prˇ´ır˚ustek, S je plocha pr˚umeˇtu bunˇky
do roviny prepara´tu x, y. Suchou hmotu tvorˇ´ı cukry, tuky, b´ılkoviny a jejich komplexy.
Experimenta´lneˇ jsme se zameˇrˇili pouze na vy´znam relativn´ıch hodnot, tedy zmeˇn kvanti-
tativn´ı fa´ze v cˇase. Pro zviditelneˇn´ı zmeˇn rozlozˇen´ı suche´ hmoty bunˇky beˇhem pozorova´n´ı
byla vyvinuta metoda dynamicky´ch fa´zovy´ch diferenc´ı (DPD).
4.1. Dynamicke´ fa´zove´ diference
Tato metoda je zalozˇena na odliˇsne´m zobrazen´ı kladny´ch a za´porny´ch rozd´ıl˚u kvantitativn´ı
fa´ze dvou sn´ımk˚u ΦD porˇ´ızeny´ch v r˚uzny´ch cˇasech pozorova´n´ı. Pokud ΦD > 0, jedna´ se
o prˇ´ır˚ustek suche´ hmoty bunˇky a je zna´zorneˇn v obra´zku DPD cˇervenou barvou tak, zˇe
jas barvy odpov´ıda´ hodnoteˇ ΦD. Hodnoty ΦD < 0 vyjadrˇuj´ı u´bytek suche´ hmoty, jsou
oznacˇeny ve stejne´m obra´zku DPD zelenou barvou a jas barvy odpov´ıda´ hodnoteˇ −ΦD.
Pro ΦD = 0 je jas barvy nulovy´ (cˇerna´).
DPD mu˚zˇeme vypocˇ´ıtat jako rozd´ıl po sobeˇ na´sleduj´ıc´ıch sn´ımk˚u fa´ze Φ1, cozˇ nazveme
jako postupne´ DPD
ΦD1, q(i, j) = Φq+1(i, j)− Φq(i, j), q = 1, 2, ..., w − 1, (5)
kde i, j urcˇuj´ı polohu pixelu ve fa´zove´m zobrazen´ı, q je porˇad´ı sn´ımku a w je pocˇet sn´ımk˚u.
DPD mu˚zˇeme ale spocˇ´ıtat i jako rozd´ıl prˇ´ıslusˇne´ho a pocˇa´tecˇn´ıho sn´ımku, cozˇ nazveme
DPD vzhledem k pocˇa´tku
ΦD2, q(i, j) = Φq(i, j)− Φ1(i, j), q = 1, 2, ..., w. (6)
Odecˇten´ı dvou obraz˚u kvantitativn´ı fa´ze a odliˇsne´ oznacˇen´ı kladny´ch a za´porny´ch
diferenc´ı bylo navrzˇeno jizˇ G. A. Dunnem v [4]. Inovace te´to metody spocˇ´ıva´ prˇedevsˇ´ım
ve vysˇsˇ´ım cˇasove´m rozliˇsen´ı metody, ktere´ je vyuzˇito prˇi promı´tnut´ı po sobeˇ na´sleduj´ıc´ıch
ΦD, q. T´ımto zp˚usobem lze vizua´lneˇ i elektronicky vyhodnotit okamzˇite´ zmeˇny rozmı´steˇn´ı
suche´ hmoty bunˇky beˇhem reakce (postupne´ DPD) nebo vy´voj reakce (DPD vzhledem
k pocˇa´tku).
Vizualizace dynamicky´ch fa´zovy´ch diferenc´ı a jejich barevne´ oznacˇen´ı umozˇnˇuje zvy´raznit
pohyby drobny´ch cˇa´st´ı bunˇky, ktere´ jsou pouhy´m pozorova´n´ım kvantitativn´ı fa´ze velmi
1Kvantitativn´ı fa´ze Φ se liˇs´ı od φ pouze numericky´mi u´pravami popsany´mi v dizertaci v odstavci 7.1.
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Obra´zek 11: Kvantitativn´ı fa´ze bunˇky v cˇasech t na obra´zku a, t + 25 s na obra´zku b
a DPD mezi teˇmito sn´ımky na obra´zku c. Je zrˇejme´, zˇe DPD zvy´razn´ı zmeˇny rozlozˇen´ı
suche´ hmoty bunˇky.
teˇzˇko postrˇehnutelne´ (viz obr. 11). Zat´ımco rozd´ıl rozlozˇen´ı hmoty mezi obra´zky 11a a 11b
v cˇasech t a t+25 s je teˇzˇko postrˇehnutelny´, DPD na obra´zku 11c da´va´ jasnou prˇedstavu
o tom, k jaky´m zmeˇna´m v cˇasove´m intervalu 25 sekund dosˇlo.
5. Experimenty s bunˇkami
Experiment˚um s zˇivy´mi bunˇkami prˇedcha´zely konstrukcˇn´ı u´pravy mikroskopu a jeho vy-
baven´ı. C´ılem experiment˚u bylo postupneˇ oveˇrˇit stabilitu mikroskopu prˇi dlouhodobe´m
pozorova´n´ı, reprodukovatelnost pozorova´n´ı, vy´voj metodiky pozorova´n´ı zˇivy´ch buneˇk,
pouzˇit´ı vyvinute´ metody dynamicky´ch fa´zovy´ch diferenc´ı a da´le zpracova´n´ı a interpretace
nameˇrˇeny´ch dat.
Zde uva´d´ım v odstavci 5.1 experiment reakce buneˇk na toxickou la´tku cis-platinu
(cisPt), v odstavci 5.2 pozorova´n´ı odezvy r˚uzny´ch typ˚u rakovinovy´ch buneˇk r˚uzneˇ huste´ho
porostu na energetickou a nutricˇn´ı deprivaci a v odstavci 5.3 experiment porovna´n´ı mo-
tility dvou typ˚u prˇ´ıbuzny´ch buneˇk za standardn´ıch podmı´nek a za p˚usoben´ı extern´ıho
stimulu.
Prˇehled buneˇk pouzˇity´ch v experimentech
LF lidske´ norma´ln´ı podkozˇn´ı fibroblasty,
K2 plny´m oznacˇen´ım LW13K2; krys´ı na´dorove´ embryona´ln´ı fibroblasty,
A3 plny´m oznacˇen´ım A337/311RP; krys´ı na´dorove´ bunˇky, ktere´ se pro-
jevuj´ıc´ı vysoky´m vy´skytem metasta´z (90− 100%),
RsK4 krys´ı na´dorove´ bunˇky odvozene´ z buneˇk K2,
EM-G3 lidske´ na´dorove´ bunˇky z prsn´ıho karcinomu,
G3S2 lidske´ na´dorove´ bunˇky odvozene´ z buneˇk EM-G3,
HaCaT lidske´ keratinocyty sponta´nneˇ transformovane´ in vitro.
Parametry pouzˇite´ho osveˇtlen´ı: λ¯ = 650 nm, Lk = 42µm, Dk = 21, 1µm.
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5.1. Reakce na´dorovy´ch buneˇk G3S2 na cisPt
Jedn´ım z prvn´ıch experiment˚u s zˇivy´mi bunˇkami, ktery´m byl analyzova´n potencia´l kvan-
titativn´ıho fa´zove´ho kontrastu, byl cˇasosbeˇrny´ za´znam reakce na´dorovy´ch buneˇk G3S2
na cytostatikum cis-platinu (cisPt). Reakce se projevuje postupny´m na´stupem progra-
move´ buneˇcˇne´ smrti, apopto´zy, ktera´ je charakteristicka´ prudky´mi zmeˇnami distribuce
hmoty. Proto jsme zvolili pra´veˇ tento buneˇcˇny´ proces pro porovna´n´ı zobrazen´ı v DHM se
zobrazen´ım v klasicke´m Zernikoveˇ fa´zove´m kontrastu.
Obra´zek 12: Apoptoticka´ smrt bunˇky indukovana´ cisPt v klasicke´m fa´zove´m kontrastu.
Jemna´ struktura je artefaktem vznikaj´ıc´ım v d˚usledku halo efektu. Objektivy 10×/0, 25.
Obra´zek 13: Kvantitativn´ı fa´ze apoptoticke´ bunˇky v DHM. Zobrazen´ı neobsahuje ar-
tefakty, u´rovenˇ sˇede´ odpov´ıda´ hodnoteˇ fa´zove´ho posuvu sveˇtla ve vzorku. Objektivy
10×/0, 25.
I kdyzˇ za´beˇry s klasicky´m fa´zovy´m kontrastem (obr. 12) p˚usob´ı dojmem, zˇe maj´ı vysˇsˇ´ı
prˇ´ıcˇne´ rozliˇsen´ı a veˇtsˇ´ı kontrast, ve skutecˇnosti obsahuj´ı artefakty, ktere´ nevypov´ıdaj´ı
o skutecˇne´m rozlozˇen´ı hmoty. Artefakty jsou d˚usledkem
”
halo“ efektu, ktery´ pozorujeme
v mı´stech velky´ch zmeˇn opticke´ tlousˇt’ky prepara´tu. Po apopto´ze se dokonce vytva´rˇej´ı
shluky s takovy´m gradientem opticke´ tlousˇt’ky, zˇe se v zobrazen´ı klasicky´m fa´zovy´m kon-
trastem objevuj´ı skoky fa´ze. Naproti tomu s kvantitativn´ım fa´zovy´m kontrastem z DHM
(obr. 13) po nava´za´n´ı zˇa´dne´ skoky fa´ze neobsahuje a stupneˇ sˇedi fa´zove´ho zobrazen´ı jsou
u´meˇrne´ rozd´ıl˚um opticky´ch drah indukovany´ch bunˇkami.
Pozorova´n´ı v DHM zachycuje vsˇechna stadia apopto´zy: stazˇen´ı bunˇky, rozprsknut´ı
buneˇcˇny´ch cˇa´st´ı, nafouknut´ı puchy´rˇ˚u okrajovy´ch cˇa´st´ı bunˇky. Pr˚ubeˇh splasknut´ı puchy´rˇe
mu˚zˇe by´t signifikantn´ım ukazatelem druhu buneˇcˇne´ smrti. Analyzovali jsme jej pomoc´ı
dynamicky´ch fa´zovy´ch diferenc´ı. Na obra´zku 14 je se´rie sn´ımk˚u demonstruj´ıc´ıch pr˚ubeˇh
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Obra´zek 14: Posledn´ı stadium apopto´zy buneˇk v mo´du dynamicky´ch fa´zovy´ch diferenc´ı.
Objektivy 10×/0, 25.
kvantitativn´ı fa´ze posledn´ıho stadia apopto´zy zobrazeny´ch pomoc´ı DPD. Do obra´zk˚u jsou
prˇida´ny kontury, ktere´ spojuj´ı mı´sta se stejnou hodnotou fa´ze. Vneˇjˇs´ı kontura kazˇde´ bunˇky
tedy oznacˇuje prˇiblizˇneˇ jej´ı hranice. Vizua´ln´ı analy´za zobrazen´ı ukazuje, zˇe bunˇka zrˇejmeˇ
sv˚uj obsah vyvrhne, na cozˇ se da´ usoudit z prˇechodu pevne´ho, konturou obepnute´ho ku-
late´ho tvaru puchy´rˇku (obr. 14 d) pomeˇrneˇ rychle na nejednoznacˇny´, sˇirsˇ´ı u´tvar (obr. 14 e).
Prˇ´ır˚ustky suche´ hmoty reprezentovane´ cˇervenou barvou se objev´ı mimo uzavrˇenou kon-
turu, ktera´ prˇiblizˇneˇ oznacˇuje okraj bunˇky. Dosˇlo k na´r˚ustu suche´ hmoty mimo bunˇku,
tud´ızˇ puchy´rˇ zrˇejmeˇ praskl a bunˇka vyvrhla sv˚uj obsah ven. Na´r˚ust suche´ hmoty mimo
bunˇku ukazuje na to, zˇe vyvrzˇena´ hmota bunˇky je hustsˇ´ı nezˇ samotne´ me´dium obklo-
puj´ıc´ı bunˇku. Potvrzen´ı te´to hypote´zy je mozˇne´ pomoc´ı vy´pocˇt˚u celkove´ suche´ hmoty
uvnitrˇ bunˇky beˇhem experimentu.
5.2. Reakce buneˇk na energetickou a nutricˇn´ı deprivaci
Motivac´ı teˇchto experiment˚u byla hypote´za, zˇe na´dorove´ bunˇky maj´ı mechanismy, ktere´
jim umozˇnˇuj´ı prˇezˇ´ıt neprˇ´ıznive´ podmı´nky le´pe nezˇ norma´ln´ım bunˇka´m. Vytvorˇili jsme
energeticky a nutricˇneˇ deprivacˇn´ı prostrˇed´ı pouzˇit´ım PBS (phosphate buffered saline)
namı´sto standardn´ıho me´dia. Stanovili jsme soubor buneˇk s reprezentanty od norma´ln´ıch
(zdravy´ch) buneˇk (LF), prˇes na´dorove´ nemetastazuj´ıc´ı (K2, RsK4, G3) azˇ po vysoce me-
tastazuj´ıc´ı bunˇky (A3, G3S2) pro typ buneˇk mesenchyma´ln´ı (fibroblasty) a epitelia´ln´ı
(prsn´ı). Chova´n´ı buneˇk bylo take´ zkouma´no v za´vislosti na hustoteˇ porostu ve dvou ty-
pech: rˇ´ıdky´ a polohusty´.
Za´kladn´ı ra´mec experiment˚u tvorˇil test prˇezˇit´ı buneˇk v deprivacˇn´ım me´diu, jehozˇ
krite´riem byla alesponˇ jedna prˇezˇivsˇ´ı bunˇka schopna´ deˇlen´ı. V tabulce 1 je zaznamena´na
doba zˇivota vsˇech na´dorovy´ch typ˚u buneˇk ve dvou koncentrac´ıch. Jako nejodolneˇjˇs´ı se
projevily silneˇ invazivn´ı bunˇky G3S2 jak v rˇ´ıdke´m, tak v polohuste´m porostu. V polo-
huste´m porostu prˇezˇily dokonce 60 hodin. Odolnost buneˇk klesala s klesaj´ıc´ı invazivitou
buneˇk od G3S2 prˇes EM-G3, A3, RsK4 po K2.
Prˇi zobrazen´ı reakce buneˇk v DHM byla porovna´va´na zobrazen´ı rekonstruovane´ inten-
zity, fa´ze a 3D vizualizace fa´ze na pocˇa´tku reakce a v cˇasove´m okamzˇiku beˇhem reakce.
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Byly zobrazeny take´ dynamicke´ fa´zove´ diference prˇ´ıslusˇne´ tomuto cˇasove´m intervalu. Na
obra´zku 15 je prˇ´ıklad tohoto zobrazen´ı pro bunˇky LF.
Obra´zek 15: Rˇ´ıdke´ LF bunˇky zobrazene´ v DHM v 5. minuteˇ: a – intenzita, b – kvantitativn´ı
fa´ze, c – 3D vizualizace kvantitativn´ı fa´ze; a 13. minuteˇ: d – intenzita, e – kvantitativn´ı fa´ze,
f –DPD, g – u´bytky suche´ hmoty bunˇky a h – prˇ´ır˚ustky suche´ hmoty bunˇky. Objektivy
10×/0, 25.
Prˇi porovna´n´ı reakc´ı se uplatnil prˇedevsˇ´ım mo´d dynamicky´ch fa´zovy´ch diferenc´ı, ktery´
zvy´raznil neˇktere´ buneˇcˇne´ reakce, ktere´ by byly prˇi zkouma´n´ı jednotlivy´ch sn´ımk˚u velmi
teˇzˇko postrˇehnutelne´. Byly odhaleny rozd´ıly ve vnitrobuneˇcˇne´ motiliteˇ na´dorovy´ch buneˇk
r˚uzne´ malignity beˇhem reakce na PBS od norma´ln´ıch fibroblast˚u, prˇes na´dorove´ neme-
tastazuj´ıc´ı fibroblasty k silneˇ metastazuj´ıc´ım fibroblast˚um. Norma´ln´ı fibroblasty se pro-
jevovaly rozdrobeny´m pohybem suche´ hmoty ve strˇedn´ı oblasti bunˇky, nemetastazuj´ıc´ı
fibroblasty vykazovaly prˇeva´zˇneˇ polarizovany´ pohyb a metastazuj´ıc´ı fibroblasty se proje-
vovaly kompaktn´ım prˇesunem buneˇcˇne´ hmoty.
Hustota buneˇk
Rˇ´ıdke´ Polohuste´
Doba p˚usoben´ı PBS [h] 4 24 36 60 24 36 60 77
Bunˇky
RsK4 + + − − + − − −
A3 + + + − + − − −
K2 + − − − + − − −
G3S2 NT + + − NT + + −
EM-G3 NT + + − + + − −
Tabulka 1: Test prˇezˇit´ı buneˇk. Vy´znam symbol˚u: + prˇezˇit´ı buneˇk a deˇlen´ı; − destrukce
buneˇk; NT nebylo testova´no.
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Vzorce chova´n´ı G3S2, ktere´ jsou nejodolneˇjˇs´ı v˚ucˇi dany´m stresovy´m podmı´nka´m, se
podobaly reakc´ım buneˇk A3 s maly´mi lokalizovany´mi zmeˇnami v rozlozˇen´ı hmoty v bunˇce.
Zda´ se take´, zˇe je obecny´m pravidlem, zˇe polarizovane´ bunˇky (mesenchyma´ln´ı, s jednou
osou delˇs´ı nezˇ druhou) vykazuj´ı polarizovanou, tedy smeˇrovou aktivitu prˇi stahova´n´ı,
zat´ımco nepolarizovane´ bunˇky (epitelia´ln´ı) projevuj´ı nepolarizovanou aktivitu. Takzˇe typ
reakce odpov´ıda´ morfotypu bunˇky.
5.3. Porovna´n´ı motility cytoskeletonu dvou typ˚u buneˇk
U na´dorovy´ch buneˇk je za´sadn´ım faktorem pro tvorbu metasta´z invazivita buneˇk. Analy´za
invazivn´ıho mo´du dane´ho typu buneˇk je urcˇuj´ıc´ı pro stanoven´ı efektivn´ı le´cˇby. Jedn´ım
z detekovany´ch rozd´ıl˚u ve vlastnostech dvou typ˚u prˇ´ıbuzny´ch buneˇk K2 a A3 s rozd´ılny´m
metastaticky´m potencia´lem buneˇk je rozd´ılna´ dynamika jejich cytoskeletonu [5].
Cˇasosbeˇrny´ za´znam kvantitativn´ı fa´ze v DHM a prˇedevsˇ´ım dynamicke´ fa´zove´ diference
zobrazuj´ı dynamiku suche´ hmoty bunˇky, tedy mimo jine´ jej´ıho cytoskeletonu. Pokusili
jsme se proto porovnat pohyblivost cytoskeletonu buneˇk K2 a A3 pra´veˇ touto metodou.
Pro vyhodnocen´ı dynamiky byla navrzˇena velicˇina Bq definovana´ jako
Bq =
N∑
i=1
M∑
j=1
[Φq+1(i, j)− Φq(i, j)]
N∑
i=1
M∑
j=1
Φq+1(i, j)
, q = 1, 2, ..., w − 1, (7)
ktera´ vyjadrˇuje normovane´ mnozˇstv´ı suche´ hmoty, ktera´ se prˇemı´stila v dane´m cˇasove´m
intervalu.
Pro vybrane´ se´rie pozorova´n´ı buneˇk byly spocˇteny hodnoty Bq. Prˇi za´kladn´ı filtraci im-
pulzn´ıho sˇumu byly nahrazeny hodnoty Bq lezˇ´ıc´ı mimo interval 〈Me−,Me+〉, hodnotou
Me, prˇicˇemzˇ Me je media´n a  je experimenta´lneˇ stanovena´ hodnota.
Takto z´ıskane´ hodnoty z r˚uzny´ch pozorova´n´ı dane´ho typu bunˇky tvorˇily soubor reali-
zac´ı na´hodne´ promeˇnne´ Bq.
Motilita za standardn´ıch podmı´nek
Pro porovna´n´ı rozlozˇen´ı Bq prˇi pozorova´n´ı buneˇk ve standardn´ım me´diu byl sestaven
histogram (obr. 16) z 1309 hodnot zaznamena´vaj´ıc´ı pohyb 3 buneˇk K2 a 2 buneˇk A3.
Z histogramu na obra´zku 16 je patrne´, zˇe rozlozˇen´ı mnozˇstv´ı pohybuj´ıc´ı se hmoty u A3
se me´neˇ podoba´ norma´ln´ımu rozlozˇen´ı a zasahuje do vysˇsˇ´ıch hodnot nezˇ u K2.
Motilita prˇi extern´ım stimulu
Vzhledem k experimenta´ln´ım vy´sledk˚um uvedeny´m v odstavci 5.2 jsme provedli analy´zu
mnozˇstv´ı pohybuj´ıc´ı se suche´ hmoty buneˇk K2 a A3 prˇi slabeˇ deprivacˇn´ım stimulu me´diem
F0 ochuzeny´m o zˇiviny a prˇi na´sledne´ rekonvalescenci opeˇt v plnohodnotne´m standardn´ım
me´diu F10.
Z obra´zk˚u 16 – 18 je patrne´, zˇe prˇi deprivacˇn´ı reakci invazivn´ı bunˇky A3 reagovaly
pomeˇrneˇ velky´m sn´ızˇen´ım pohyblivosti, zat´ımco jedna z buneˇk K2 byla vybuzena k pohyb-
livosti veˇtsˇ´ı ve srovna´n´ı s p˚uvodn´ım stavem ve standardn´ım me´diu. V rekonvalescencˇn´ı
fa´zi prˇi doplneˇn´ı zˇivin naopak obeˇ invazivn´ı bunˇky A3 proka´zaly na´r˚ust pohyblivosti,
zat´ımco u buneˇk K2 z˚ustala pohyblivost prˇiblizˇneˇ na stejne´ u´rovni jako v deprivacˇn´ım
stadiu, tedy mı´rneˇ zvy´sˇena´ oproti p˚uvodn´ımu stavu ve standardn´ım me´diu.
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Obra´zek 16: Histogram normovane´ho mnozˇstv´ı suche´ hmoty pro bunˇky K2 a A3 v me´diu
F10.
Obra´zek 17: Histogram normovane´ho mnozˇstv´ı suche´ hmoty pro bunˇky K2 a A3 ve slabeˇ
deprivacˇn´ım me´diu F0.
Obra´zek 18: Histogram normovane´ho mnozˇstv´ı suche´ hmoty pro bunˇky K2 a A3 prˇi re-
konvalescenci v me´diu F10.
Z obra´zk˚u 16 – 18 je patrne´, zˇe prˇi deprivacˇn´ı reakci invazivn´ı bunˇky A3 reagovaly
pomeˇrneˇ velky´m sn´ızˇen´ım pohyblivosti, zat´ımco jedna z buneˇk K2 byla vybuzena k pohyb-
livosti veˇtsˇ´ı ve srovna´n´ı s p˚uvodn´ım stavem ve standardn´ım me´diu. V rekonvalescencˇn´ı
fa´zi prˇi doplneˇn´ı zˇivin naopak obeˇ invazivn´ı bunˇky A3 proka´zaly na´r˚ust pohyblivosti,
zat´ımco u buneˇk K2 z˚ustala pohyblivost prˇiblizˇneˇ na stejne´ u´rovni jako v deprivacˇn´ım
stadiu, tedy mı´rneˇ zvy´sˇena´ oproti p˚uvodn´ımu stavu ve standardn´ım me´diu.
Porovna´n´ı rozlozˇen´ı pohyblivosti suche´ hmoty ve trˇech po sobeˇ na´sleduj´ıc´ıch situac´ıch
zna´zorneˇny´ch v histogramech 16 – 18 lze analyzovat tak, zˇe invazivn´ı bunˇky A3 vykazuj´ı
silnou reakci na stresovou situaci, ve ktere´ omez´ı svou pohybovou cˇinnost. Tato hypote´za
koresponduje dobrˇe se sledovany´m vy´vojem silneˇjˇs´ı deprivacˇn´ı reakce uvedeny´m v za´veˇru
odstavce 5.2, beˇhem n´ızˇ se bunˇky A3 rychle sta´hly do kulate´ho tvaru a v neˇm dlouho
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odola´valy neprˇ´ıznivy´m podmı´nka´m. Prˇi na´vratu do plnohodnotne´ho me´dia obeˇ testo-
vane´ bunˇky A3 zvy´sˇily svou pohybovou cˇinnost (obr. 18), dokonce i v˚ucˇi standardn´ımu
stavu (obr. 16). Tyto hypote´zy mohou ukazovat princip prˇezˇit´ı silneˇ invazivn´ıch buneˇk za
neprˇ´ıznivy´ch podmı´nek, jako je le´cˇba a chemoterapie, a na´sledne´ obnoven´ı jejich invazivity
za standardn´ıch podmı´nek.
Pozorovane´ neinvazivn´ı bunˇky K2 proka´zaly mı´rny´ na´r˚ust pohyblivosti prˇi stresovy´ch
podmı´nka´ch (obr. 17) v˚ucˇi p˚uvodn´ımu stavu (obr. 16), ktery´ setrval i prˇi rekonvalescenci
ve standardn´ıch podmı´nka´ch (obr. 18). Tento poznatek mu˚zˇe demonstrovat, zˇe neinva-
zivn´ı bunˇky nemaj´ı ochranny´ mechanismus v˚ucˇi stresovy´m podmı´nka´m a tud´ızˇ rychleji
podle´haj´ı destrukci, jak je zrˇejme´ z tabulky 1 v odstavci 5.2.
Acˇkoli tyto za´veˇry jsou pouze hypote´zami princip˚u invazivn´ıho mechanismu buneˇk,
ktere´ by bylo potrˇeba oveˇrˇit na statisticky vy´znamny´ch souborech buneˇk, tato kapitola
demonstruje zp˚usob mozˇne´ interpretace popsane´ho zpracova´n´ı, prezentace holograficky´ch
dat a vy´znam DPD.
6. Za´veˇr
V dizertacˇn´ı pra´ci jsem se zaby´vala oveˇrˇen´ım mozˇnosti pouzˇit´ı transmisn´ıho digita´ln´ıho
holograficke´ho mikroskopu pro vy´zkumu zˇivy´ch buneˇk, vy´vojem a standardizac´ı me-
todiky pozorova´n´ı, vy´vojem novy´ch zobrazovac´ıch mo´d˚u a jejich pouzˇit´ım. Da´le jsem
se zaby´vala zpracova´n´ım a interpretac´ı nameˇrˇeny´ch dat prˇi vy´zkumu dynamiky zˇivy´ch
buneˇk. Zaby´vala jsem se take´ vlastnostmi zobrazen´ı mikroskopu v za´vislosti na koherenci
pouzˇite´ho osveˇtlen´ı.
Byly navrzˇeny a realizova´ny konstrukcˇn´ı zmeˇny jak mikroskopu, tak jeho vybaven´ı pro
snazsˇ´ı manipulaci s mikroskopem (dorazy stolku, drzˇa´k a posuvy prepara´tu) a pro ope-
raci s zˇivy´mi bunˇkami (vyta´peˇn´ı, pozorovac´ı komu˚rky). Byla take´ zkonstruova´na vlozˇka
koriguj´ıc´ı rovinu zaostrˇen´ı v referencˇn´ı veˇtvi pro dosazˇen´ı opticke´ ekvivalence obou veˇtv´ı
mikroskopu a drzˇa´k clonek s posuvy pro regulaci prostorove´ koherence zdroje. Proveden´ım
teˇchto u´prav byl mikroskop prˇipraven pro systematicka´ pozorova´n´ı.
Da´le byl teoreticky popsa´n kontrast interferencˇn´ıho obrazce ve vy´stupn´ı rovineˇ transmisn´ıho
DHM v za´vislosti na poloze bodu zdroje a byla urcˇena velikost interferencˇn´ıho pole s vy-
soky´m kontrastem interferencˇn´ıch prouzˇk˚u tohoto mikroskopu. Na za´kladeˇ vy´pocˇtu efek-
tivn´ı plochy zdroje byla urcˇena korigovana´ spektra´ln´ı hustota intenzity zdroje, ze ktere´
lze pocˇ´ıtat koherencˇn´ı de´lku sveˇtla v za´vislosti na velikosti pouzˇite´ho zdroje. Sveˇtlo je pak
plneˇ charakterizova´no z hlediska koherencˇn´ıch vlastnost´ı.
V DHM byly provedeny experimenty s modelovy´m vzorkem a rozptyluj´ıc´ı vrstvou
s koherentn´ım a n´ızkokoherentn´ım osveˇtlen´ım. Tyto experimenty potvrdily efekt opticky´ch
rˇez˚u prˇi redukci koherence sveˇtla. Da´le byly zobrazeny v DHM bunˇky v rozptyluj´ıc´ım
me´diu sveˇtlem se trˇemi r˚uzny´mi koherencˇn´ımi de´lkami. Bylo proka´za´no, zˇe ma´ smysl
snizˇovat koherenci osveˇtlen´ı pro silneˇjˇs´ı potlacˇen´ı rozpty´lene´ho sveˇtla. Schopnost zobrazen´ı
DHM v rozptyluj´ıc´ım me´diu jizˇ byla vyuzˇita prˇi pozorova´n´ı buneˇk v opalescentn´ım me´diu.
Byla vyvinuta metoda zpracova´n´ı kvantitativn´ı fa´ze z DHM a jej´ı vizualizace nazvana´
dynamicke´ fa´zove´ diference (DPD). Tato metoda byla u´speˇsˇneˇ pouzˇita pro zpracova´n´ı
pozorova´n´ı zˇivy´ch buneˇk. Bylo navrzˇeno statisticke´ zpracova´n´ı dat vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı mo´d dy-
namicky´ch fa´zovy´ch diferenc´ı ke kvantifikaci a interpretaci experimentu.
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V prvn´ım experimentu s zˇivy´mi bunˇkami jsme zkoumali potencia´l DHM porovna´n´ım
zobrazen´ı reakce buneˇk na toxickou la´tku cisPt, projevuj´ıc´ı se apopto´zou, pomoc´ı kvan-
titativn´ıho fa´zove´ho kontrastu a klasicke´ho Zernikova fa´zove´ho kontrastu. Pro analy´zu
za´veˇrecˇne´ho stadia apopto´zy byla u´speˇsˇneˇ pouzˇita navrzˇena´ metoda DPD. Tento experi-
ment take´ potvrdil stabilitu mikroskopu prˇi pozorova´n´ı po dobu trˇ´ı dn˚u.
Dalˇs´ım experimentem byly reakce r˚uzny´ch typ˚u na´dorovy´ch buneˇk dvou hustot buneˇcˇne´ho
porostu na energetickou a nutricˇn´ı deprivaci. Pomoc´ı mo´du DPD jsme odhalili r˚uzne´
vzorce chova´n´ı buneˇk prˇi reakci na PBS v za´vislosti na neˇkolika faktorech: typu buneˇk,
stupni malignity a hustoteˇ porostu.
Jina´ pozorova´n´ı byla zameˇrˇena na porovna´n´ı motility dvou prˇ´ıbuzny´ch lini´ı buneˇk
s odliˇsny´m metastaticky´m potencia´lem za standardn´ıch podmı´nek prˇi slabe´m deprivacˇn´ım
stimulu a prˇi na´sledne´ rekonvalescenci. Byl navrzˇen zp˚usob analy´zy a zobrazen´ı kvantita-
tivn´ı fa´ze pomoc´ı histogramu˚ normovane´ pohyblive´ hmoty buneˇk. Na za´kladeˇ navrzˇene´ho
postupu byly stanoveny hypote´zy mechanismu˚ chova´n´ı dany´ch typ˚u buneˇk prˇi stresovy´ch
podmı´nka´ch, ktere´ jsou mozˇny´m prˇ´ıkladem interpretace mikroskopicke´ho pozorova´n´ı v DHM.
Vy´sledky z´ıskane´ v te´to pra´ci ukazuj´ı velky´ potencia´l kombinace zobrazen´ı v DHM
a metody DPD s na´sledny´m zpracova´n´ım, nebot’ odhaluj´ı experimenta´ln´ı fakta nedo-
stupna´ jiny´mi metodami.
Na za´kladeˇ experimenta´ln´ıch zkusˇenost´ı se sta´vaj´ıc´ım transmisn´ım DHM byly stano-
veny na´sleduj´ıc´ı pozˇadavky na dalˇs´ı generaci mikroskopu, ktera´ je jizˇ ve vy´voji:
a) konstrukce mikroskopu umozˇnˇuj´ıc´ı snadnou zmeˇnu osy mikroskopu vytva´rˇej´ıc´ı po-
lohu invertovane´ho a neinvertovane´ho syste´mu, poprˇ´ıpadeˇ polohu s vodorovnou osou
mikroskopu pro variabilitu prˇi specificky´ch biologicky´ch pozorova´n´ıch,
b) kompletace DHM s dalˇs´ımi pozorovac´ımi metodami, prˇedevsˇ´ım s fluorescencˇn´ı tech-
nikou pro struktura´ln´ı analy´zu a jej´ı souvislost s kvantitativn´ı fa´z´ı,
c) dokoncˇen´ı softwaru pro online rekonstrukci obrazu, pocˇ´ıtacˇove´ rˇ´ızen´ı experimentu
a dalˇs´ı zpracova´n´ı obrazu,
d) zveˇtsˇen´ı vzda´lenosti mezi kondenzory a objektivy pro umı´steˇn´ı a manipulaci s komu˚rkami,
zveˇtsˇen´ı zorne´ho pole a jednodusˇsˇ´ı vy´meˇna objektiv˚u pouzˇit´ım standardn´ıch kon-
denzor˚u,
e) jednodusˇsˇ´ı a stabilneˇjˇs´ı justa´zˇ mikroskopu s justa´zˇn´ımi prvky, ktere´ budou soucˇa´stmi
mikroskopu pro u´cˇely poloautomaticke´ cˇi automaticke´ justa´zˇe.
Bylo take´ vybudova´no docˇasne´ biologicke´ pracoviˇsteˇ, ktere´ umozˇnilo prˇ´ıpravu buneˇk
pro pozorova´n´ı a manipulaci s bunˇkami. Na tomto pracoviˇsti byly provedeny kra´tkodobe´
i neˇkolikadenn´ı biologicke´ experimenty. Byla navrzˇena stabiln´ı Laboratorˇ experimenta´ln´ı
biofotoniky s biologicky´m za´zemı´m experiment˚u pro prˇ´ımou aplikaci mikroskopie a op-
ticky´ch prˇ´ıstroj˚u v biologii a medic´ıneˇ. Tato laboratorˇ je v soucˇasnosti realizova´na.
Hlavn´ım prˇ´ınosem pra´ce je vypracova´n´ı metodiky pozorova´n´ı, zpracova´n´ı, vyhodno-
cen´ı a interpretace biologicky´ch dat nameˇrˇeny´ch pomoc´ı digita´ln´ıho holograficke´ho mikro-
skopu. Byl demonstrova´n prˇ´ınos zobrazen´ı v DHM pro vy´zkum zˇive´ bunˇky. Dalˇs´ı vy´zkum
v te´to oblasti je mozˇno ve´st oveˇrˇova´n´ım navrzˇeny´ch hypote´z.
Pra´ce prˇispeˇla k propojen´ı vy´vojove´ a konstrukcˇn´ı oblasti vy´zkumu v Laboratorˇi op-
ticke´ mikroskopie na U´FI s aplikacˇn´ı cˇinnost´ı v oblasti biomedic´ınske´ho vy´zkumu. Cˇa´st
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vy´sledk˚u pra´ce byla jizˇ publikova´na v impaktovane´m zahranicˇn´ım cˇasopise [6], v doma´c´ım
cˇasopise [7] a prezentova´na na veˇdecky´ch konferenc´ıch (5 mezina´rodn´ıch, 3 doma´c´ı).
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Abstract
The subject of the PhD thesis is the application of a transmission digital holographic
microscope (DHM) which was designed and constructed in the Laboratory of optical
microscopy at the IPE BUT for the research of live cells dynamics.
First part of the work is concerned with theoretical description of the microscope
imaging properties dependent on the coherence of illumination. It is supplemented with
experiments of imaging of a model and a real biological specimen.
The following part describes construction modifications and innovations of the microscope
and its equipment that enabled the utilization of the microscope for live cells observations.
In the experimental part the methodology of live cells preparation and DHM imaging
was worked out. The methodology was verified by the observation of cell dynamics during
an apoptosis induced by the cytostaticum cis-platinum. Further experiments examined the
dynamics of live cells in standard conditions and during a deprivation stimulus. A novel
method of holographically reconstructed phase, named “dynamic phase differences”, was
set up to evaluate quantitative changes of cell mass distribution during the experiments.
Depending on the degree of malignancy and density of cell outgrowth, various schemes of
cancer cells behaviour during a specific reaction were revealed using this method.
For the quantitative analysis of the DHM phase imaging, a suitable statistical cha-
racteristic and an interpretation of the measured data were proposed. Both of them were
successfully applied for the comparison of cell motility of two cell types: parental and
progeny cell lines. On the basis of the proposed processing, hypotheses describing the
reaction mechanism of tumour cells to stress life conditions were established.
In the conclusions we summarize our findings and suggestions for the construction and
the applications of a new generation of the transmission DHM.
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